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Resumen: La infectividad, definida como la capacidad de una especie aislada para establecer rápidamente 
una colonización micorrízica extensa en las raíces de las plantas de prueba, el presente trabajo evaluó 
en HMAs seleccionados y aislados del campo experimental. Se realizaron diferentes experimentos para 
evaluar la germinación de esporas y el crecimiento de hifas, utilizando el método "sándwich" o las 
placas de múltiples pocillos. En los aislamientos de F. mosseae, las tasas de germinación de esporocarpios 
oscilaron entre 52% y 89%, las esporas de R. fulgida mostraron 69% de porcentaje de germinación. 
La capacidad de los aislamientos de HMAs para formar apresorios que dan lugar a puntos de entrada 
que colonizan las raíces fue variable, y los valores variaron de 1.6 a 6.1 puntos de entrada cm raíz-1. En 
consecuencia, la colonización micorrízica osciló entre el 2% y el 31%.
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Abstract: Infectivity, defined as the ability of an isolated species to rapidly establish an extensive 
mycorrhizal colonization in the roots of the test plants, the present work evaluated in selected AMFs 
isolated from the experimental field. Different experiments were carried out to evaluate spore germination 
and hypha growth, using the "sandwich" method or the multi-well plates. In F. mosseae isolates, sporocarp 
germination rates ranged between 52% and 89%, R. fulgida spores showed 69% germination percentage. 
The ability of the HMA isolates to form appressoria that give rise to entry points that colonize the roots 
was variable, and the values ranged from 1.6 to 6.1 input points cm root-1. Consequently, mycorrhizal 
colonization ranged between 2% and 31%.
Keywords ─ Infectivity, hyphae, isolation, fungi.
Introducción
La infectividad de HMAs se definió como la capacidad de un aislado para establecer 
rápidamente una infección micorrízica extensa en 
las raíces de la planta huésped. Está influenciado 
por diversos parámetros, como la germinación de 
esporas, el crecimiento de micelios pre-simbióticos, 
la formación de apresorios y el crecimiento 
intrarradical (Giovannetti y Gianinazzi-Pearson, 
1994, Giovannetti y Avio, 2002). La posibilidad de 
una germinación rápida afecta la competitividad 
de diferentes especies y aislados, y por lo tanto es 
una característica esencial de las cepas de hongos 
altamente infecciosas.
Los primeros experimentos sobre la germinación 
de las esporas mostraron la existencia de latencia, 
que se eliminó conservando las esporas del papel 
de filtro húmedo a 5 °C durante seis semanas 
(Godfrey, 1957, Mosse, 1959). Diferentes factores 
ambientales influyen en la germinación de las 
esporas: pH, temperatura, humedad, minerales y 
nutrientes orgánicos, la presencia de exudados de 
la raíz de las plantas huésped y microorganismos. 
Se han identificado muchas especies bacterianas 
que promueven la germinación de las esporas, por 
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ejemplo, Streptomyces orientalis estimula las esporas 
de F. mosseae (Mugnier y Mosse, 1987). Además, los 
exudados de las raíces de la planta huésped afectan 
positivamente la germinación (Graham, 1982, 
Gianinazzi-Pearson et al., 1989, Tawaraya et al., 
1996).
Las hifas que se originan a partir de las esporas 
varían en longitud dependiendo de la especie, aunque 
nunca se extienden más allá de los 200 mm y dejan 
de crecer dentro de los 15 a 20 días en ausencia de 
la planta huésped. Los exudados de la raíz de la 
planta huésped estimulan el crecimiento del micelio 
presimbiótico e inducen un aumento en la ramificación 
hifal (Giovannetti et al., 1993, Buee et al., 2000).
Las apresorios son estructuras multinucleadas 
resultantes de la ampliación de una hifa, que se 
forman en la superficie de las raíces y dan lugar a 
hifas capaces de colonizar las raíces al penetrar entre 
las células epidérmicas (punto de entrada). El número 
de apresorios formados por especies de HMAs varía 
de 0.2 a 21 por mm de raíz, mientras que el tiempo 
mínimo necesario para la formación del primer 
apresorio varía de 36 a 48 h. La rápida producción 
de un gran número de apresorios, capaces de formar 
puntos de entrada exitosos y colonizar las raíces 
del huésped, es un personaje muy importante en la 
selección de HMAs infectivos.
Para caracterizar los aislamientos de HMAs 
recuperados del campo, la capacidad de germinación 
de las esporas, el crecimiento asimbiótico de 
las germinaciones de esporas y la formación de 
apresorios/puntos de entrada se estudiaron en la 
achicoria como planta de prueba.
Materiales y Métodos
Germinación de esporas y crecimiento de hifas.
Se realizaron diferentes experimentos utilizando 
aislados seleccionados, que se probaron con el 
método “sándwich” o utilizando placas de múltiples 
pocillos. Brevemente, en el método sándwich, 
se insertaron esporas o esporocarpios entre dos 
membranas Millipore de celulosa mixta de 45 mm de 
diámetro, se colocaron en placas de Petri de 14 cm de 
diámetro que contenían grano de cuarzo estéril y se 
mantuvieron en una cámara de crecimiento a 25 °C. 
Alternativamente, las esporas se colocaron en placas 
de múltiples pocillos de 96 pocillos, se llenaron con 
200 µl de agua y se incubaron en la oscuridad a 25 
°C.
En el primer experimento, se analizaron tres 
aislados de F. mosseae (1W1, 1W3 y 2W3), mientras 
que en el segundo experimento se investigó el aislado 
de 2M1, R. fulgida. En el tercer experimento se 
probaron aislamientos de C. etunicatum 5W2 y 6P1. 
Se prepararon diez pares de sándwiches para cada 
aislado de hongos para evaluar la germinación y el 
crecimiento asimbiótico del micelio. Cada sándwich 
contenía 10 esporocarpios, recuperados del suelo de 
los “cultivos en maceta” por filtración con un tamiz 
de 300 μm y luego recolectados manualmente con la 
ayuda de un estereomicroscopio.
El material fúngico se sometió a 30 seg. de 
sonicación. Cada cinco días, se abrieron las 
membranas y se verificó la germinación, que se 
evaluó diez días después del establecimiento del 
experimento. Se tiñeron cinco membranas con 
una solución de azul de tripano al 0,05% en ácido 
láctico, se evaluó el porcentaje de germinación y 
se midió la longitud hifal asimbiótica. Se reconoció 
la germinación cuando las hifas que salían de los 
esporocarpios eran más largas que el diámetro del 
esporocarpio. La germinación se registró también en 
el segundo subconjunto de cinco membranas, que se 
establecieron para evaluar la producción de puntos 
de entrada y colonización intrarradical. En este caso, 
la germinación se registró sin tinción. En total, se 
recolectaron 100 esporocarpios de los aislamientos 
1W1, 1W3, 2W3 y se incubaron para la evaluación 
de la germinación.
En el segundo experimento, se prepararon siete 
sándwiches como antes con 350 esporas de aislado de 
2M1, y la germinación se evaluó como se describe.
En el tercer experimento, realizado en placas de 
múltiples pocillos, se verificaron aproximadamente 
60 esporas para los aislamientos de 5W2 y 6P1 para 
determinar la germinación bajo el estereomicroscopio, 
durante un período de 60 días. La longitud del micelio 
asimbiótico se determinó para los aislamientos 
1W1, 1W3, 2W3 y 2M1 utilizando el método de 
intersección de la línea de cuadrícula (Giovannetti 
y Mosse, 1980), después de la tinción con azul de 
tripano y la observación estereomicroscópica de las 
membranas.
Las mediciones se realizaron diez días después 
de la evaluación de la germinación. El número de 
intersecciones entre las hifas y las líneas de una 
cuadrícula de dimensión conocida se transformó 
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como longitud de hifas (mm) mediante el uso de la 
fórmula de Newman (1966).
La longitud total del micelio asimbiótico se obtuvo 
para cada membrana, y el crecimiento diario de las 
esporas germinadas se obtuvo al dividir la longitud 
del micelio por el número de días después de la 
evaluación de la germinación.
Evaluación de la formación de puntos de entrada y 
colonización micorrízica.
Para evaluar la formación del punto de entrada, se 
estableció un sistema in vivo que utiliza plantas de 
achicoria (C. intybus) como especie hospedadora, 
previamente germinada en grano: las raíces de las 
plantas se colocaron entre dos membranas de celulosa 
mixtas, que contenían las esporas germinadas o 
Esporocarpios de las cepas fúngicas, para facilitar 
la interacción entre los HMAs y la raíz de la planta 
huésped (Giovannetti et al., 1993).
Se prepararon diez pares de membranas para los 
aislamientos 1W1, 1W3 y 2W3, y tres pares de 
membranas para 2M1, que contenían 10 esporas/
esporocarpios y dos plantas de achicoria de 10 días 
cada una. Las dos plantas representaron la unidad 
experimental en el análisis de datos. La evaluación de 
la formación del punto de entrada se realizó después 
de diez días de crecimiento en la cámara, ya que 
una observación preliminar demostró que este era 
el momento adecuado. La cámara se ajustó con una 
intensidad de luz de 6-12 µmol m-2s-1 y con un ciclo 
día-noche de 8-16 h.
Se abrió cada sándwich y se verificó el 
establecimiento de la simbiosis con un microscopio 
de disección. El sistema se transfirió luego a placas 
de Petri de vidrio para realizar la tinción del sistema 
radicular, como se describe a continuación. Después 
de la eliminación de la parte aérea de la planta, las 
raíces se cubrieron con una solución de KOH al 10% 
y se colocaron en un horno a 50 °C, durante la noche. 
Al día siguiente, las membranas de celulosa mixtas 
se disolvieron completamente, dejando la raíz de la 
planta en suspensión libre.
Se eliminó el KOH y se lavaron las raíces. Las 
raíces se acidificaron por inmersión en HCl al 2% 
durante 15 min. Después de la eliminación de la 
solución ácida, las raíces se tiñeron con una solución 
de azul de tripano al 0,05% en ácido láctico, en un 
horno a 50 °C durante 20 minutos. La colonización 
intrarradical se evaluó en 10 plantas inoculadas con 
los aislamientos 1W1, 1W3 y 2W3 y en 14 plantas 
inoculadas con 2M1, utilizando el método de 
intersección de la línea de cuadrícula.
Para contar los puntos de entrada, las raíces de 
achicoria se montaron en portaobjetos de vidrio en 
ácido láctico y se observaron bajo un microscopio 
óptico con un aumento de 125. El análisis estadístico 
de los datos se llevó a cabo utilizando IBM SPSS 
versión 24 (IBM Corp., Armon, Inc. NY, EE. UU.).
Resultados y Discusión
Germinación de esporas y crecimiento de hifas.
En los aislamientos de F. mosseae 1W1, 1W3 y 2W3, 
la germinación de los esporocarpios varió entre 52% 
y 89%. Las esporas del aislamiento 2M1 de R. fulgida 
mostraron un nivel intermedio de germinación (Tabla 
1). Se observó una tasa de germinación más baja 
(19 ± 9,75, intervalo de confianza del 95%) en el 
aislamiento 5W2 después de 60 días de incubación en 
placas de múltiples paredes, mientras que las esporas 
6P1 no germinaron, incluso después de 60 días, lo 
que sugiere que podrían estar latentes (Giovannetti et 
al., 2010).
La longitud del micelio desarrollado a partir de 
esporocarpios germinados, que se evaluó después 
de 20 días, fue similar en 1W3 y 2W3, pero en 1W1 
fue menos de la mitad que en otros aislamientos 
esporocárpicos. En el aislado de 2M1, el crecimiento 
hifal total y la tasa de crecimiento de las esporas 
fueron similares a las observadas en el aislado de 
1W1. Estos datos son similares a los obtenidos en 
otros sistemas experimentales donde la longitud del 
micelio asimbiótico alcanzó 20-50 mm después de 10-
15 días de crecimiento (Logi et al., 1998, Gianinazzi-
Pearson et al., 1989, Douds et al., 1996).
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Tabla 1. Germinación y crecimiento 










a: media± deviación estándar
Evaluación de la formación de puntos de entrada y 
colonización micorrízica.
Las raíces de las plantas cultivadas en el sistema de 
sándwich, junto con los esporocarpios o esporas, 
evidenciaron la aparición de puntos de entrada en 
su superficie. La observación microscópica de los 
recuentos de raíces y puntos de entrada mostró que el 
número de puntos de entrada era altamente variable 
y no se distribuía normalmente. En el caso del 
aislamiento 1W1, las muestras observadas mostraron 
una cantidad de puntos de entrada que oscilan entre 
6 y 96 por sándwich. En las raíces inoculadas con 
esporocarpios de 1W3 aislado, los puntos de entrada 
oscilaron entre 71 y 279; el tercer aislamiento, 2W3, 
produjo de 2 a 121 puntos de entrada por sándwich.
En el aislamiento 2M1, los puntos de entrada 
oscilaron entre 4 y 136 por sándwich. En consecuencia, 
la colonización de las plantas de ensayo con diferentes 
aislados fue muy variable, con valores que oscilaron 
entre el 3% y el 31% en 1W1, del 4% al 22% en 1W3, 
del 2% al 16% en 2W3 y del 3% al 29%. en 2M1. En 
la tabla 2 se presenta un resumen de los resultados 
obtenidos.
Tabla 2. Parámetros de infectividad de los aislados 
de hongos micorrízicos arbusculares seleccionados 
(media ± error estándar de la media).
Muestra Puntos de entrada (número total)




por cm de 
raíz.
Longitud 
de la raíz 
colonizada 
(%)
1W1 55.40±15.70 34.79±2.98 1.61±0.46 18.2±4.3
1W3 190.20±45.44 35.29±8.15 6.11±1.85 12.9±3.9
2W3 58.80±22.76 44.05±1.98 1.31±0.51 6.5±3.0
2M1 41.71±19.98 2.65±3.16 2.88±0.25 13.8±10.4
Además, todas las muestras de raíces de achicoria, 
observadas bajo un microscopio óptico después de 
teñirlas con azul de tripano, mostraron la presencia de 
estructuras típicas de HMAs, como hifas, apresorios, 
vesículas (solo en aislamientos esporocárpicos) y 
arbúsculos.
Conclusiones y Recomendaciones
A través de la evaluación de la infectividad se 
evidenció un elevado número de puntos de entrada de 
los hongos micorrízicos arbusculares por centímetro 
de raíz, lo cual nos da una relación directa con la 
colonización micorrízica.
Observando los resultados se concluye que el 
crecimiento micelial por esporocarpio germinado no 
tienen relación directa con la germinación, inclusive 
en esporas de la misma especie se observan cambios 
significativos en ambos parámetros de evaluación.
Se recomienda realizar investigaciones sobre la 
infectividad micorrízica de los HMAs en distintas 
especies vegetales para obtener datos y proporcionar 
información sobre sus capacidades de colonización.
Es importante que en futuras investigaciones 
relacionadas con los HMAs se estudie la relación 
entre el tamaño de la espora y los puntos de entrada 
en la raíz.
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